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 Pencegahan penyakit infeksi secara konvensional didasarkan pada 
penggunaan suatu senyawa yang dapat membunuh atau menghambat 
pertumbuhan bakteri. Hal yang harus diperhatikan dalam penggunaan metode 
konvensional adalah berkembangnya resistensi bakteri terhadap zat anti mikrobia. 
Penemuan mengenai sistem komunikasi (sistem quorum sensing) yang meregulasi 
virulensi bakteri merupakan cara baru untuk mengontrol bakteri penginfeksi tanpa 
mengganggu pertumbuhanya. 
 Bakteri patogen pada ikan, Aeromonas  hydrophila memproduksi molekul 
sinyal N-Butanyl-L Homoserine Lactones (C4-HSL). C4-HSL meregulasi sintesis 
enzim eksoprotease, salah satu faktor virulensi pada A. hydrophila. Ekspresi 
enzim eksoprotease dapat dihambat dengan menggunakan senyawa penghambat 
quorum sensing. 
 Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui apakah terdapat 
penghambatan produksi enzim eksoprotease A. hydrophila oleh ekstrak rimpang 
C. xanthorrhiza (Roxb.). Ekstraksi rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dilakukan 
secara bertingkat dengan pelarut n-hexan, etil asetat, dan etanol. 
 Hasil pengujian produksi enzim eksoprotease secara kualitatif menunjukan 
bahwa ektrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut n-hexan tidak  
menghambat pertumbuhan dan produksi enzim eksoprotease A. hydrophila. 
Sedangkan ekstrak rimpang 4% C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat 
dan etanol menghambat produksi enzim eksoprotease tanpa mempengaruhi 
pertumbuhannya. Secara kuantitatif 4% ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) 
dengan pelarut etil asetat dan etanol mampu menurunkan produksi enzim 
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Umi Lestari. 2005. INHIBITION OF EXOPROTEASE PRODUCTION IN 
Aeromonas hydrophila by Curcuma xanthorrhiza (Roxb.). Department of 
Biology. Faculty of Mathematic and Natural Science. Sebelas Maret University. 
 
 Convensional treatment of infectious diseases is based on compounds that 
kills or inhibit growth of bacteria. A major concern with this approach is the 
frequent development of resistance to antimicrobial compounds. The discovery of 
communication (quorum sensing system) regulating bacterial virulence open up 
ways to control certain bacterial infectious without interfering with growth. 
 The fish pathogen Aeromonas hydrophila produces quorum sensing signal,               
N-Butanyl-L Homoserine Lactones (C4-HSL). C4-HSL regulate exoprotease 
synthesis, a virulence factor of  A. hydrophila. Expression of exoprotease can be 
blocked using quorum sensing inhibitor. 
 The purpose of this study was to investigate the inhibit effect of                    
C. xanthorrhiza (Roxb.) extract to exoprotease production  of A. hydrophila. 
Extraction was done using n-hexan, ethil acetate, and ethanol. 
 The qualitative exoprotease assay result showed that the n-hexan extract    
of C. xanthorrhiza (Roxb.) had no effect on growth and exoprotease production         
of A. hydrophila. While 4% ethyl acetate and ethanol extract of C. xanthorrhiza 
(Roxb.) can inhibit exoprotease production without affecting A. hydrophilla 
growth. Quantitative exoprotease assay showed that the 4% of ethyl acetate and 
ethanol extract can inhibit exoprotease production 93,9% and 95,6%. Growth of                            
A. hydrophila not affected by this extracts. 
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 Bakteri Aeromonas hydrophila merupakan bakteri yang dapat 
menyebabkan penyakit pada ikan, yang dikenal dengan nama Motile Aeromonads 
Septicemia. Hampir semua ikan budidaya air tawar rentan terhadap penyakit yang 
diakibatkan oleh A. hydrophila. 
 Salah satu faktor virulensi pada  A. hydrophila adalah enzim eksoprotease. 
Sintesis enzim eksoprotease pada A. hydrophila diregulasi oleh suatu sistem yang 
disebut sistem quorum sensing. Sebelum ada penemuan mengenai sistem quorum 
sensing yang berperan dalam ekspresi faktor  virulensi pada bakteri, pencegahan 
infeksi dilakukan dengan menggunakan senyawa-senyawa antimikrobia. 
Penggunaan senyawa antimikrobia secara terus menerus akan menyebabkan 
resistensi pada bakteri. 
  Sistem quorum sensing dapat dijadikan target penghambatan oleh 
senyawa-senyawa kemotherapeutik. Dengan terhambatnya sistem quorum sensing 
diharakan produksi enzim eksoprotease juga mengalami penghambatan. Salah 
satu senyawa kemotherapeutik adalah Curcuma xanthorrhiza (Roxb.). Penelitian 
ini berjudul Penghambatan Produksi enzim eksoprotease Aeromonas hydrophila 
Oleh Ekstrak Rimpang Curcuma  xanthorrhiza (Roxb.). Tujuan dari penelitian ini 
adalah untuk mengetahui adanya penghambatan produksi enzim eksoprotease              
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A. Latar Belakang Masalah 
Aeromonas hydrophila merupakan bakteri yang menyebabkan penyakit 
pada ikan (Swann and White, 2002). Penyakit yang disebabkan oleh                         
A. hydrophila dinamakan Motile Aeromonad Septicemia (MAS) (Roberts, 1993). 
Aeromonas  hydrophila ditemukan paling banyak di perairan tawar. Hampir 
seluruh ikan air tawar rentan terhadap penyakit yang diakibatkan oleh bakteri ini 
(Noga, 1995). Menurut Afrianto (1995), penyakit yang diakibatkan oleh                       
A. hydrophila pada ikan budidaya menimbulkan kerugian yang sangat besar 
sehingga perlu adanya penanganan yang efektif. 
      Salah satu faktor virulensi ekstraseluler yang disekresikan oleh                      
A. hydrophila adalah enzim eksoprotease. Enzim ini bersifat proteolitik karena 
dapat mendegradasi albumin, kasein, fibrinogen, dan gelatin sehingga                         
A. hydrophila berpotensi sebagai patogen pada ikan  (Schotts et al., 1985). 
Menurut Ellis et al. (1995), aktivitas enzim eksoprotease berkorelasi dengan 
terjadinya infeksi.  
    Produksi enzim eksoprotease A. hydrophila dikontrol oleh suatu 
molekul sinyal N-butanyl-L-homoserine lactone (C4-HSL). Senyawa ini juga 
berfungsi sebagai alat komunikasi interseluler pada bakteri yang disebut sistem              
quorum-sensing. Dengan sistem quorum sensing bakteri dapat mendeteksi adanya 
bakteri lain serta jumlahnya di lingkungan dan sebaliknya. Ketika hanya satu sel 
 15 
yang mensekresikan molekul C4-HSL ke lingkungan maka konsentrasinya sangat 
rendah,   namun  apabila  populasi bakteri telah mencapai  kepadatan tertentu atau 
 telah memenuhi quorum maka C4-HSL yang disekresikan ke lingkungan juga 
meningkat sehingga mampu mengaktifkan gen penyandi enzim eksoprotease                   
A. hydrophila yang berperan sebagai faktor virulensi (Kievit and Iglewski, 2000). 
     Sebelum adanya penemuan mengenai sistem quorum sensing yang 
berperan dalam ekspresi faktor virulensi, pencegahan infeksi dilakukan dengan 
menggunakan senyawa antibiotik yang dapat membunuh atau menghambat 
pertumbuhan bakteri tersebut (Hentzer and Givskov, 2003). Penggunaan senyawa 
tersebut secara terus menerus akan meningkatkan frekuensi mutasi yang akan 
menghasilkan generasi bakteri yang resisten (Lewis, 2001). Dengan pengetahuan 
mengenai sistem quorum sensing, dapat dikembangkan suatu  cara pengendalian 
bakteri yang tidak terbatas pada pemberantasan bakteri atau antibiosis. 
Pengendalian infeksi dapat dilakukan dengan mencegah pengumpulan massa 
bakteri atau dengan merusak sistem komunikasi interseluler bakteri dan 
membiarkan bakteri tetap hidup bersama selama perilakunya tidak destruktif 
(Suwanto, 2005). 
  Sistem quorum sensing dapat dijadikan target terapi antimikrobial. 
Penghambatan komunikasi antar sel tersebut dapat menurunkan patogenisitas 
suatu bakteri (Kievit and Iglewski, 2000). Beberapa senyawa diketahui dapat 
menghambat sistem quorum sensing. Ekstrak alga Flustra foliacea dapat 
menghambat aktivitas molekul N-Acyl-Homoserine Lactone pada Pseudomonas 
aeruginosa tanpa mengganggu pertumbuhannya. Akibatnya produksi enzim 
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eksoprotease P. aeruginosa menurun (Peters et al., 2003). Senyawa furanon yang 
diisolasi dari Alga Delisea pulchra juga dapat menghambat sistem quorum 
sensing pada bakteri Vibrio fischeri dan Vibrio harveyi                                          
(Rice et al., 1999). Selain itu senyawa curcumin yang diisolasi dari Curcuma 
domestica dapat menghambat sistem quorum sensing pada Chromobacterium 
violaceum (Rukayadi and Hwang, 2004). Penelitian ini dapat dijadikan dasar 
pencarian obat atau senyawa yang dapat menghambat sistem quorum sensing 
tanpa harus membunuh bakteri. 
    Rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) mengandung berbagai senyawa yang 
berpotensi sebagai agen kemoterapeutik. Salah satu senyawa tersebut adalah 
curcumin yang telah terbukti dapat menghambat sistem quorum sensing pada 
Chromabacterium violaceum. Pengetahuan tersebut dapat dijadikan dasar untuk 
melakukan penelitian untuk menghambat sistem quorum sensing pada                      
A. hydrophila dengan menggunakan ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.). 
   Penghambatan sistem quorum sensing pada A. hydrophila dapat 
dibuktikan dengan adanya penurunan produksi enzim eksoprotease yang 
dihasilkan. Produksi enzim eksoprotease dapat diketahui dengan mengukur 
aktivitasnya. Oleh karena itu perlu diadakan penelitian untuk mengukur aktivitas 
enzim eksoprotease dari A. hydrophila setelah pemberian agen kemoterapeutik 
berupa ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut n-hexan, etil asetat, dan 
etanol. Pelarut-pelarut tersebut digunakan untuk mengekstrak senyawa-senyawa 
non polar, semi polar, dan polar yang terkandung pada rimpang C. xanthorrhiza 
(Roxb.). 
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B. Perumusan Masalah 
Berdasarkan latar belakang di atas maka dapat dirumuskan permasalahan 
sebagai berikut. 
1. Apakah terdapat penghambatan produksi enzim eksoprotease                          
A. hydrophila oleh ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan 
pelarut n-hexan, etil asetat, dan etanol ? 
2. Di antara ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut               
n-hexan, etil asetat, dan etanol, manakah yang memiliki kemampuan 
terbesar untuk menghambat produksi enzim eksoprotease A. hydrophila ? 
 
C. Tujuan Penelitian 
1. Mengetahui adanya penghambatan produksi enzim eksoprotease                     
A. hydrophila oleh ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb) dengan pelarut 
n-hexan, etil asetat, dan etanol. 
2. Mengetahui jenis ekstrak yang memiliki kemampuan paling besar untuk 
menghambat produksi enzim eksoprotease A. hydrophila.  
 
D. Manfaat Penelitian 
 Penelitian ini dapat digunakan sebagai dasar pengembangan metode 
pengendalian bakteri patogen yang tidak hanya berbasis pada metode antibiosis, 
serta penggunaan ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb) untuk menurunkan patogenisitas 





                                          A. Tinjauan Pustaka 
1. Aeromonas hydrophila  
Aeromonas hydrophila merupakan anggota Familia Vibrionaceae, namun 
beberapa peneliti memasukan Genus Aeromonas ke dalam familia tersendiri yaitu 
Aeromonadaceae (Colle et al., 1996). Sifat khusus yang membedakan Genus 
Aeromonas dengan Vibrio adalah resistensi Aeromonas terhadap senyawa 
vibriostatic 2,4-diamino-6,7-diisoprophyl pteridine (0/129) dan kurang dapat 
tumbuh pada medium  yang mengandung NaCl 6% (Brooks et al., 2002). 
Aeromonas  hydrophila termasuk bakteri gram negatif dan bersifat positif 
oksidatif (Ko et al., 2003). Aeromonas  hydrophila berbentuk batang lurus dengan 
ujung membulat, biasanya motil dengan flagel tunggal. Kadang-kadang flagel 
bersifat peritrik dalam medium cair saat kultur muda. Bakteri ini bersifat 
anaerobik fakultatif dan kemoorganotropik karena melakukan respirasi dan 
fermentasi. Aeromonas hydrophila dapat merombak glukosa dengan atau tanpa 
memproduksi gas. Aeromonas hydrophila juga dapat menghidrolisis arginin, 
esculin, dan gelatin serta mereduksi nitrat. Pada pepton cair 1%, bakteri ini dapat 
memproduksi indol (Holt et al., 2000). 
Aeromonas  hydrophila merupakan penghuni tetap lingkungan air            
(Hayes, 2001). Bakteri ini dapat ditemukan di perairan tawar, perairan payau, 
perairan pantai, dan perairan terklorinasi (Alavandi et al., 1998). Di daerah iklim 
sedang, A. hydrophila dapat mencapai populasi tertinggi pada akhir musim panas 
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atau awal musim gugur saat temperatur 20-25oC (Gavriel et al., 1998). Di daerah 
kering, populasi tertinggi di perairan tawar terjadi selama musim dingin               
(Maalej et al., 2003). Pada media air laut steril yang miskin nutrien, populasi              
A. hydrophila menurun 0,1 CFU/ml setelah 3-5 minggu (Maalej et al., 2004). 
Selain itu A. hydrophila dapat diisolasi dari produk makanan dingin, produk susu, 
produk ternak ruminansia, dan produk unggas (Ibrahim and Mac Rae, 1991). 
Bakteri ini juga dapat diisolasi dari air minum, tanah, dan faeces                             
(Thune et al., 1993). Pada manusia, hampir 1% tubuh orang sehat mengandung 
bakteri ini meskipun bukan flora enterik (Araujo et al., 1991) 
 
2. Penyakit yang disebabkan oleh Aeromonas hydrophila 
Aeromonas hydrophila tersebar luas di lingkungan air dan dapat 
menyebabkan penyakit pada ikan, reptil, amfibi, dan manusia (Ko et al., 2003). 
Menurut Randy (2003), bakteri ini menyebabkan penyakit pada ikan yang dikenal 
sebagai Motile Aeromonad Septicemia (MAS), hemorrhagic septicemia, ulcer 
disease, atau red-sore disease. Istilah-istilah tersebut digunakan untuk menyebut 
suatu penyakit pada inang berupa luka, septicemia, dan borok pada kulit ikan.  
Gejala ikan yang terinfeksi A. hydrophila adalah kehilangan nafsu makan, 
abnormalitas berenang, insang pucat, kelihatan bengkak, dan borok pada kulit. 
Borok pada kulit tersebut dikelilingi lingkaran jaringan berwarna merah dan 
terdapat di beberapa tempat. Organ lain yang biasanya ikut terinfeksi adalah 
insang, ginjal, hati, limpa, pankreas, dan jaringan otot (Swann and White, 2002). 
Pada katak atau amfibi lainnya, infeksi oleh A. hydrophila menyebabkan 
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penggembungan serta warna merah pada permukaan ventral kaki dan abdomen 
sehingga disebut red leg disease (Aguilar et al., 1997).  
Kenaikan suhu akan menyebabkan ikan rentan terhadap infeksi                       
A. hydrophila karena metabolisme tubuh meningkat, penurunan kondisi ikan 
secara keseluruhan, dan stress. Peningkatan produksi kortikosteroid akibat stress 
pada ikan akan memudahkan A. hydrophila menginfeksi ikan. Motile Aeromonad 
Septicemia akan terjadi saat peningkatan suhu air, penurunan konsentrasi 
dissolved oxygen (DO), serta peningkatan konsentrasi amonia dan CO2.               
Aeromonas hydrophila juga dapat menular pada manusia melalui luka terbuka 
atau tertelan bersama air atau makanan, gejalanya adalah diare dan septicemia  
(Krovacek et al., 1994). 
3. Patogenisitas dan virulensi 
Patogenisitas merupakan kemampuan mikroorganisme untuk 
menyebabkan penyakit pada inang, sedangkan virulensi adalah derajat 
patogenisitas dari suatu mikroorganisme. Ada dua macam cara mikroorganisme 
untuk dapat menyebabkan penyakit : 
1. Mikroorganisme menempel pada inang, kemudian melakukan penetrasi 
dan merusak jaringan pada inang. 
2. Penumpukan sisa metabolisme dari mikroorganisme pada jaringan inang. 
Tingkat virulensi suatu mikroorganisme dapat meningkat karena adanya beberapa 
faktor yang meliputi toksin, kemampuan mikroorganisme  melawan sistem inang, 
kondisi lingkungan, dan variasi genetik (Longworth, 2000). 
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 Faktor virulensi dari A. hydrophila digolongkan menjadi dua kelompok : 
1. Komponen permukaan sel, berupa pili, S-Layer, dan lipopolisakarida. 
2. Faktor ekstraseluler, berupa enterotoksin, Glycero-Phospholipid-
Cholesterol Acetyltransferase (GCAT), hemolisin, lipase, dan protease.        
                                                                                                     (Swift et al., 1995) 
 
4. Mekanisme sistem quorum sensing 
     Quorum sensing merupakan suatu sistem komunikasi antar sel bakteri 
dalam lingkungan. Bahasa yang digunakan berupa molekul sinyal yang disebut 
autoinducer. Dalam sistem quorum sensing, bakteri dapat mendeteksi adanya 
bakteri lain serta fluktuasi jumlahnya di lingkungan. Sistem ini juga mengontrol 
tingkah laku bakteri yang hanya akan produktif saat bakteri dalam suatu 
komunitas, misalnya pembentukan bioluminescence, sekresi faktor virulensi, 
pembentukan biofilm, sporulasi, dan pembentukan pigmen                                  
(Taga and Bassler, 2003). Menurut Rice et al. (1999), sistem quorum sensing 
digunakan dalam suatu komunitas bakteri untuk berkoordinasi dalam ekspresi gen 
penyandi fenotipe tertentu. 
Fenomena quorum sensing pada bakteri didasarkan pada prinsip bahwa 
saat bakteri tunggal melepaskan autoinducer ke lingkungan, maka konsentrasinya 
terlalu rendah untuk dideteksi. Ketika jumlah bakteri telah mencapai konsentrasi 
tertentu atau telah mencapai quorum, maka konsentrasi autoinducer di lingkungan 
akan meningkat dan dapat mengaktifkan faktor transkripsi gen penyandi suatu 
fenotipe, termasuk faktor virulensi ekstraseluler (Kievit and Iglewski, 2000). 
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 Ada dua tipe sistem quorum-sensing pada bakteri : 
1. Tipe Autoinducing Polypeptides (AIPs) pada bakteri gram positif dengan 
molekul sinyal berupa peptida. 
2. Tipe LuxIR pada bakteri gram negatif, dengan molekul sinyal                        
N-acyl-homoserine lactone (AHLs). 
                                                                                      (Taga and Bassler, 2003) 
  Sistem quorum sensing yang mengontrol ekspresi faktor virulensi pada 
bakteri gram negatif, pertama kali ditemukan pada ekspresi bioluminescence (lux) 
Vibrio fischeri. Pada sistem ini terdapat empat komponen yaitu molekul sinyal           
N-(3-Oxohexanoyl)-L=HSL, protein regulator LuxI, protein regulator LuxR, dan 
gen lux. Protein regulator LuxI akan mensintesis molekul sinyal                              
N-(3-Oxohexanoyl)-L=HSL yang akan disekresikan ke lingkungan. Dalam 
konsentrasi yang cukup, molekul sinyal tersebut akan masuk kembali ke dalam sel 
dan mengikat reseptor protein regulator LuxR, selanjutnya akan mengaktifkan 
faktor transkripsi gen lux (Lewenza et al., 1999). Komponen sistem quorum 
sensing pada bakteri gram negatif homolog dengan sistem quorum sensing pada 
V. fischeri yaitu tipe LuxIR. Secara umum molekul sinyal pada bakteri gram 
negatif adalah N-Acyl-Homoserine Lactone (Rice et al., 1999). 
  Aeromonas hydrophila merupakan bakteri gram negatif yang dapat 
memproduksi faktor virulensi ekstraseluler berupa enzim eksoprotease. Produksi 
enzim ini dikontrol oleh sistem quorum sensing yang homolog dengan tipe LuxIR             
(Swift et al., 1997). Molekul sinyal pada A. hydrophila adalah N-Butanyl-L 
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Homoserine Lactones (C4-HSL). Struktur kimia dari C4-HSL dapat dilihat pada 
gambar 1. 
                                      
Gambar 1. Struktur kimia  N-Butanyl-L-Homoserine Lactones (C4-HSL) 
 
Sintesis C4-HSL dikontrol oleh protein regulator AhyI yang diekspresikan 
oleh gen ahyI. Selanjutnya C4-HSL disekresikan ke lingkungan. Apabila 
konsentrasi di lingkungan telah mencapai ambang tertentu maka senyawa ini akan 
masuk ke dalam sel dan berinteraksi dengan reseptor protein regulator AhyR yang 
terikat pada rangkaian promoter gen penyandi enzim eksoprotease. Selanjutnya 
akan mengaktifkan faktor transkripsi RNA polymerase untuk mengadakan proses 
transkripsi (Kievit and Iglewski, 2000). Pengaturan sistem quorum-sensing dapat 











Gambar 2 : Pengaturan sistem quorum-sensing pada bakteri gram negatif. 
Molekul sinyal AHL (warna hijau) diregulasi oleh gen luxI yang memproduksi 
protein LuxI. Apabila konsentrasi tinggi AHL akan masuk ke dalam sel bakteri 
dan berinteraksi dengan reseptor LuxR, yang terikat pada promoter gen target 
(Lux operon) untuk mengaktifkan RNA Polymerase. 
 
 
5. Penghambatan sistem quorum-sensing 
  Penemuan mengenai penggunaan sistem quorum sensing untuk 
mengontrol produksi faktor virulensi pada bakteri, dapat digunakan sebagai dasar 
untuk mencari metode pencegahan infeksi oleh bakteri secara efektif                
(Lynch et al., 2002). Penghambatan sistem quorum sensing pada bakteri patogen 
akan menyebabkan patogenisitasnya menurun (Kievit and Iglewski, 2000). 
Kemungkinan mekanisme penghambatan sistem quorum sensing adalah sebagai 
berikut : 
Molekul sinyal 





Transkripsi dan Tranlasi 
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a. Penghambatan penerimaan molekul sinyal 
       AHLs dan protein regulator LuxR memiliki spesifisitas antara satu 
dengan yang lain. Pengikatan reseptor protein LuxR oleh suatu senyawa yang 
memiliki struktur mirip AHLs (senyawa analog), menyebabkan pengaktifan 
faktor transkripsi tidak terjadi (gambar 3b). Givskov et al. (2000) melaporkan 
bahwa alga  Delisa pulchra memproduksi senyawa furanon yang memiliki 
struktur mirip AHLs. Senyawa ini menjadi senyawa analog AHLs yang 
mencegah pengaktifan faktor transkripsi pada protein regulator LuxR Serratia 
liquefaciens, Vibrio fischeri, dan Vibrio harveyi. 
b. Penghambatan aktivitas AHLs. 
       AHLs merupakan suatu senyawa ekstraseluler, sehingga dapat 
dijadikan target inaktivasi dan destruksi. Suatu  antibodi khusus dapat mengikat 
dan mencegah aktivitas N-(3-oxododecanoy)-L-homoserine lactone atau                  
3O-C12-HSL pada Pseudomonas aeruginosa (gambar 3c). Pengetahuan di atas 
dapat dijadikan dasar untuk mencari agen kemotherapeutik yang dapat mengikat 
dan mencegah molekul sinyal mengaktifkan faktor transkripsi gen target          
(Smith and Iglewski, 2003). 
c. Penghambatan sintesis AHLs 
        Reaksi sintesis AHLs terdiri atas serangkaian tahapan yang melibatkan         
S-Adenosyl Methionin (SAM) dan sebagai donor asam amino untuk 
pembentukan cincin lactone (gambar 3a). Berbagai senyawa analog SAM 
seperti S-Adenosyl Homoserine, S-Adenosyl Cysteine, dan Sinefungin terbukti 
dapat menghambat sintesis AHLs pada Pseudomonas aeruginosa                      
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(Parsek et al., 1999). Berbagai mekanisme penghambatan sistem quorum 
sensing pada P. aeruginosa dapat dilihat pada gambar 3 : 
 
 
Gambar 3. Target penghambatan sistem quorum sensing P. aeruginosa. (a) 
Protein regulator LasI pada P. aeruginosa menggunakan S-adenosyl methionine 
(SAM) dan acyl-ACP dalam sintesis 3O-C12-HSL. (b) Pengikatan AHLs analog 
pada LasR akan mencegah pengaktifan faktor transkripsi. (c) Antibodi khusus 
mengikat AHLs saat disekresikan ke lingkungan sehingga mencegah masuknya 
kembali AHLs ke dalam sel bakteri. (d) Proses laktonasi akan mendegradasi 
AHLs saat di sekresikan ke lingkungan dan mencegah AHLs mengikat protein 
regulator LasR. (e) Pencegahan ekspresi substrat LasI akan mencegah produksi 
3O-C12-HSL  (f) Senyawa obat diketahui dapat menghambat berbagai faktor 
yang mengontrol ekspresi gen LasI dan LasI. (g) Spesific antisense 
oligonucleotides (oligos) dapat berpasangan dengan RNA LasR dan LasI dan 
menghambat tranlasi gen yang pada akhirnya akan menurunkan produksi protein 
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6. Enzim Eksoprotease 
Aeromonas hydrophila memproduksi enzim eksoprotease yang juga 
berperan sebagai faktor virulensi. Peranan utama dari enzim eksoprotease pada 
suatu bakteri adalah memecah ikatan peptida protein sehingga dihasilkan 
komponen asam amino dalam bentuk bebas. Asam amino tersebut akan digunakan 
oleh bakteri sebagai sumber nutrien bagi bakteri. Namun enzim eksoprotease juga 
menyebabkan A. hydrophila bersifat patogen karena enzim ini dapat merusak 
jaringan pada inang. Enzim eksoprotease dapat merusak atau mendegradasi 
jaringan konektif dan jaringan otot seperti kolagen, elastin, gelatin, dan 
sebagainya. Para ahli menyimpulkan bahwa enzim eksoprotease merupakan faktor 
virulensi utama di antara produk ekstraseluler lain yang disekresikan bakteri. 
Fungsi enzim eksoprotease pada bakteri patogen adalah memulai terjadinya 
infeksi pada jaringan inang (Secades et al., 2001). 
Menurut Rodrigues et al. (1992), ada dua jenis enzim eksoprotease pada 
A. hydrophila,  yaitu : 
1. Serine protease, memiliki berat molekul 22 kD, stabil pada suhu 56oC 
selama 10 menit, memiliki aktivitas sitotoksik dan memiliki nilai LC50 
sebesar 50 ng/g ikan 
2. Metalloprotease, memiliki berat molekul 38 kD, stabil pada suhu 56oC 
selama10 menit, tidak memiliki aktivitas sitotoksik dan memiliki nilai 




7. Curcuma xanthorrhiza (Roxb.) 
  Curcuma xanthorrhiza (Roxb.) atau dikenal dengan nama temu lawak 
merupakan tanaman asli Indonesia. C. xanthorrhiza (Roxb.) termasuk ke dalam 
Familia Zingiberaceae dan memiliki sinonim Curcuma javanica. Tanaman ini 
telah tersebar luas di berbagai daerah di Indonesia bahkan manca negara      
(Anonim, 2004).  
  C. xantorrhiza (Roxb.) merupakan herba menahun dengan akar rimpang, 
dan memiliki batang tegak. Rimpang terdiri atas satu rimpang induk berbentuk 
bulat telur dengan anakan rimpang langsing panjang dan berjumlah 3-4 buah, 
sebelah dalam berwarna kuning dan sebelah luarnya berwarna kuning pucat. Daun 
lanset dengan pita merah ungu memanjang di sisi kanan kiri ibu tulang daun. 
Pelepahnya memeluk batang dan lidah di antara batas pelepah dan helaian daun. 
Bunga zigomorf, kelopak berupa tabung dengan ujung bertaju, daun mahkota 3 
dengan pangkal melekat. Benang sari sempurna 1, ruang sari 2, staminodia 3 
selalu serupa dengan daun mahkota. Tangkai putik langsing dengan ujung terjepit 
di antara ruang sari. Kepala sari melebar. Buah kotak berkatup 3, kadang tidak 
pecah (Tjitrosoepomo, 1994; Steenis, 1997). 
 Komponen ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb) terdiri atas : 
1. Komponen polar terdiri atas zat tepung, gula, dan polisakarida. 
2. Komponen semi polar terdiri atas curcumin 62% dan desmethoxycurcumin 
(38%). 
3. Komponen non polar (volatile oil) terdiri atas 1-cyclo-isoprenemyrcene 
(85%), aromatic sesquiterpene phenol, xanthorrhizol (20%). 
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Salah satu senyawa yang terkandung salam rimpang C. xanthorrhiza 
(Roxb.) adalah curcumin. Menurut penelitian yang dilakukan pleh Rukayadi and 
Hwang (1994), senyawa curcumin dapat menghambat sistem quorum sensing 
pada salah satu jenis bakteri bakteri gram negatif yaitu Chromabacterium 
violaceum. Struktur kimia dari curcumin dapat dilihat pada gambar 4. 
                 
Gambar 4. Struktur kimia curcumin. 
 
B. Kerangka Pemikiran 
Penggunaan senyawa anti bakteri secara terus menerus akan menimbulkan 
bakteri yang resisten, sehingga perlu adanya mekanisme baru untuk mencegah 
infeksi. Salah satu faktor virulensi A. hydrophila adalah enzim eksoprotease. 
Sintesis enzim eksoprotease A. hydrophila diatur oleh sistem quorum sensing. 
Dalam sistem ini bakteri mensekresikan molekul sinyal C4-HSL ke lingkungan, 
jika konsentrasi di lingkungan  tinggi, C4-HSL akan masuk kembali ke dalam sel 
dan mengaktifkan faktor transkripsi gen penyandi enzim eksoprotease. 
Penghambatan sistem quorum sensing oleh suatu agen kemoterapeutik, berupa 
ekstrak n-heksan, ekstrak etil asetat, dan ekstrak etanol rimpang                              
C. xanthorrhiza (Roxb) diduga akan menyebabkan produksi enzim eksoprotease 
menurun. Penurunan produksi enzim eksoprotease akan menyebabkan 
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patogenisitas A. hydrophila berkurang. Kerangka pemikiran secara skematis dapat 





















1. Terdapat penghambatan produksi enzim eksoprotease A. hydrophila oleh 
ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.). 
2. Ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat 
memiliki kemampuan terbesar untuk menghambat produksi enzim 
eksoprotease A. hydrophila. 
 
Aeromonas hydrophila 
Sistem quorum sensing 
Ekstrak                       













A. Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian dilakukan pada bulan Juni sampai dengan November 2005            
di Sub Laboratorium Biologi, Laboratorium Pusat MIPA Universitas Sebelas 
Maret, Surakarta.  
B. Alat dan Bahan 
1. Alat 
 Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi : 
a. Alat untuk ekstrasi : blender, timbangan elektrik, rotary evaporator, hot 
plate, freezer, erlenmeyer, beaker glass, aluminium foil, dan kertas saring. 
b. Alat untuk pemeliharaan kultur, pengukuran pertumbuhan, dan 
pengukuran aktivitas enzim eksoprotease : Spektrofotometer, shaker, 
mikropipet dan tip, Laminar air flow, tabung reaksi, cawan petri, jarum 
ose, erlenmeyer, pinset, kertas saring, dan hot plate. 
c. Alat sterilisasi : autoclave 
2. Bahan 
 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi : 
a. Rimpang C. xanthorrhiza (Roxb) yang diperoleh dari daerah Wonogiri. 
b. Kultur murni A. hydrophila yang diperoleh dari Laboratorium Penyakit 
Ikan (Fish Disease) Jurusan Teknologi Perikanan Universitas Gajah Mada, 
Yogyakarta. A. hydrophila diisolasi dari ikan lele (Clarias batrachus) 
yang sakit. 
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c. Medium Luria-Bertani broth (LB Broth), Luria-Bertani agar (LB), 
azocasein, susu skim, Trichloro Acetic Acid (TCA), NaOH dan buffer 
fosfat pH 7. 
d. Pelarut : n-heksan, etil asetat, dan etanol. 
 
C. Cara Kerja 
1. Pembuatan Serbuk Rimpang C. xanthorrhiza (Roxb) 
    Rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dicuci bersih, kemudian diiris tipis 
dan dikeringkan di bawah sinar matahari secara tidak langsung. Irisan 
rimpang yang sudah kering diblender menjadi serbuk dan disimpan dalam 
wadah tertutup. Serbuk akan digunakan untuk pembuatan ekstrak rimpang                  
C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut n-hexan, etil asetat, dan etanol. 
 
2. Pembuatan Ekstrak Rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) 
   Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi bertingkat dengan pelarut 
n-heksan, etil asetat, dan etanol yang bersifat non polar, semi polar, dan polar. 
Serbuk rimpang  C. xanthorrhiza (Roxb.) dilarutkan dalam n-heksan (100 mg 
serbuk/100 ml n-heksan), dikocok dan dibiarkan selama 24 jam. Ekstrak 
disaring dan diambil filtratnya. Selanjutnya ampas dilarutkan dalam pelarut 
etil alkohol, dikocok dan dibiarkan selama 24 jam. Ekstrak disaring dan 
diambil filtratnya, ampasnya dilarutkan dengan etanol, dikocok, dan dibiarkan 
selama 24 jam. Masing-masing filtrat dipekatkan dalam rotary evaporator 
hingga diperoleh ekstrak kental (Harmani et al., 2001). 
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2. Pemeliharaan kultur 
   Aeromonas hidrophila ditumbuhkan pada medium agar miring NA dan 
diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam. Setelah tumbuh sebagai biakan, A. 
hydrophila pada agar miring disimpan pada lemari pendingin (4oC) sebagai 
biakan stok. 
 
3. Pengujian Kualitatif Produksi Enzim Eksoprotease 
   Medium yang digunakan adalah Luria-Bertani (LB) agar yang 
ditambah dengan 2% susu skim. Sterilisasi medium dengan menggunakan 
autoclave pada suhu 121oC selama 15 menit, sedangkan sterilisasi susu skim 
pada suhu 110oC selama 30 menit.  
 Selanjutnya disiapkan cawan petri yang diisi 16 ml medium dengan 
penambahan ekstrak  n-heksan, ekstrak etil asetat, dan ekstrak etanol rimpang 
C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan konsentrasi 2%, 4%, 6%, 8%, 10% dan 0% 
sebagai kontrol negatif, dengan asumsi pada variasi konsentrasi di atas 
produksi enzim eksoprotease dapat terhambat tanpa menghambat 
pertumbuhan A. hydrophila. Sedangkan untuk kontrol positif, pada medium 
LB agar ditambah dengan pelarut yaitu n-hexan, etil asetat, dan etanol.  
  Isolat A. hydrophila diinokulasikan pada cawan petri yang telah berisi 
medium padat dengan menggunakan jarum ose dan diinkubasi pada suhu 30oC 
selama 24 jam. Produksi enzim eksoprotease dapat dilihat dengan adanya zona 
bening pada medium. Zona bening terbentuk karena adanya aktivitas 
proteolitik dari enzim eksoprotease (Swift et al., 1999). 
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5. Pengukuran Pertumbuhan Bakteri dan Pengujian Produksi 
Enzim Eksoprotease Secara Kuantitatif 
     Produksi enzim eksoprotease dapat diketahui dengan cara mengukur 
aktivitas enzim tersebut. Pengujian aktivitas enzim eksoprotease                         
A. hydrophila secara kuantitatif dapat dilakukan dengan metode 
spektrofotometri. Prinsip pengujian aktivitas enzim eksoprotease berdasarkan 
pada Hanlon dan Hodges (1981) yaitu kemampuan enzim protease untuk 
menghidrolisis azocasein. Residu azocasein yang tidak dapat dihidrolisis oleh 
enzim protease akan diendapkan oleh trichloro acetic acid (TCA). Endapan 
dipisahkan dan filtrat akan membentuk warna bila direaksikan dengan NaOH. 
Intensitas warna yang terbentuk diukur dengan spektrofotometer pada panjang 
gelombang 440 nm.  
    Pengujian secara kuantitatif hanya dilakukan pada ekstrak yang 
menunjukkan pengurangan aktivitas proteolitik, ditandai dengan adanya 
pengurangan luas zona bening jika dibandingkan dengan kontrol. Isolat                        
A. hydrophila berumur 24 jam ditumbuhkan pada 200 ml LB broth yang telah 
ditambah dengan ekstrak rimpang C. xanthorrhiza dan untuk kontrol negatif 
tidak ditambah dengan ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb), sedangkan 
untuk kontrol positif pada medium LB broth ditambah dengan pelarut,  
selanjutnya diinkubasi pada suhu 30oC dan dikocok dengan shaker.  
  Mulai jam ke-0 dan selanjutnya setiap 2 jam selama 24 jam, 10 ml 
suspensi bakteri diambil dan diukur pertumbuhannya menggunakan 
spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm sehingga diketahui nilai 
 35 
OD (Optical density). Setelah diukur pertumbuhannya, suspensi bakteri 
tersebut disentrifugasi 10.000 rpm  selama 10 menit. Satu ml filtrat kemudian 
dimasukan ke tabung reaksi yang telah berisi 3 ml larutan buffer fosfat (pH 7). 
Campuran ini kemudian dihangatkan hingga suhunya mencapai 37oC. 
Sementara itu 2 ml azocasein dipanaskan pada penangas air hingga suhunya 
mencapai 37oC dan ditambahkan ke dalam campuran filtrat dan buffer fosfat, 
lalu diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37oC. Selanjutnya ditambahkan 4 
ml trichloro acetic acid (TCA) sehingga terbentuk endapan kuning yang 
dipisahkan dengan penyaringan menggunakan kertas Whatman no. 1 atau 
disentrifugasi. Lima ml filtrat diambil dan ditambah dengan 5 ml larutan 
NaOH 0,5 M sebelum diukur absorbansinya pada panjang gelombang 440 nm.  
  Satu unit aktivitas enzim eksoprotease didefinisikan sebagai jumlah 
enzim yang dapat menghasilkan kenaikan pengukuran absorbansi sebesar 0,01 
setiap jam pada kondisi pengukuran. Unit aktivitas enzim eksoprotease yang 
digunakan dalam penelitian ini dinyatakan dalam U/ml, dan ditetapkan dengan 
rumus : 
                              U/ml  =   (absorbansi : 0.01)x 2 
                                         =  Unit Aktivitas/ml sampel                   
                                                                                 (Hanlon and Hodges, 1981) 
D. Analisis Data 
              Hasil pengukuran aktivitas enzim eksoprotease A. hydrophila berupa            
unit aktivitas/ml sampel (U/ml) pada masing-masing perlakuan dibandingkan 
dengan aktivitas enzim eksoprotease pada kontrol dan penurunannya 
dinyatakan dalam persentase. 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Produksi Enzim Eksoprotease Aeromonas hydrophila 
Aeromonas hydrophila yang digunakan dalam penelitian ini diisolasi 
dari ikan lele (Clarias batrachus) yang sakit. Dengan demikian diharapkan                              
A. hydrophila telah memproduksi faktor-faktor virulensi, di antaranya enzim 
eksoprotease. Menurut de Figuiredo and Plumb dalam Angka (2000), isolat              
A. hydrophila yang diisolasi dari ikan sakit lebih virulen daripada isolat yang 
diisolasi dari perairan. 
Besarnya jumlah enzim yang diproduksi oleh suatu mikroorganisme 
tidak dapat diukur secara langsung. Jumlah enzim yang diproduksi biasanya 
sangat kecil. Menurut Murray dkk (1997), aktivitas katalisis yang dimiliki oleh 
suatu enzim memungkinkan untuk mengukur jumlah enzim yang diproduksi oleh 
suatu mikroorganisme. 
Produksi enzim eksoprotease A. hydrophila dapat diketahui baik 
secara kualitatif maupun kuantitatif. Secara kualitatif, produksi enzim 
eksoprotease dapat diketahui dari terbentuknya zona bening pada medium di 
sekitar biakan A. hydrophila. Medium yang digunakan adalah medium               
Luria Bertani Agar (LB Agar) yang ditambah dengan 2% susu skim. Aktivitas 
katalisis dari enzim eksoprotease menyebabkan terbentuknya zona bening. 
Menurut Poernomo dan Purwanto (2005) enzim eksoprotease akan menghidrolisis 
ikatan peptida protein susu skim menjadi bentuk yang lebih sederhana, yaitu asam 
amino. Selanjutnya asam amino akan masuk ke  dalam  sel bakteri dan digunakan 
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sebagai nutrisi. Meskipun secara umum enzim eksoprotease berperan dalam 
penyediaan nutrisi, namun menurut Leung and Stevenson (1988), pada                          
A. hydrophila enzim eksoprotease berperan penting dalam menyebabkan 
kerusakan jaringan pada ikan. Produksi enzim eksoprotease A. hydrophila dapat 
dilihat pada gambar 6. 
                                
                                
Gambar 6. Produksi enzim eksoprotease menyebabkan terbentuknya zona bening 
di sekitar biakan A. hydrophila. 
 
Secara kuantitatif, produksi enzim eksoprotease A. hydrophila dapat 
diketahui dengan cara mengukur aktivitasnya dalam mendegradasi senyawa 
azocasein. Pengukuran aktivitas enzim eksoprotease dapat dilakukan dengan 
metode spektrofotometri. Menurut Hanlon and Hodges (1981), dari nilai 
absorbansi filtrat hasil degradasi azocasein oleh enzim eksoprotease dapat 




e. Penghambatan Produksi Enzim Eksoprotease 
Aeromonas hydrophila 
Sintesis enzim eksoprotease A. hydrophila diregulasi oleh sistem quorum 
sensing (Swift et al., 1999). Penghambatan sistem quorum sensing akan 
menyebabkan produksi enzim eksoprotease menurun, akibatnya patogenisitas                 
A. hydrophila juga akan berkurang. Penghambatan sistem quorum sensing dapat 
dijadikan suatu cara baru untuk mencegah penyakit yang disebabkan oleh bakteri 
tanpa harus menghambat pertumbuhan bakteri tersebut. Menurut Peters et al. 
(2003) pencegahan penyakit yang diakibatkan oleh bakteri dengan cara 
menghambat sistem quorum sensing akan mengurangi berkembangnya resistensi 
bakteri oleh zat-zat antimikrobia. 
Menurut Hentzer and Givskov (2003), sistem quorum sensing dapat 
dijadikan target penghambatan senyawa-senyawa kemotherapeutik. Pada 
penelitian ini senyawa kemotherapeutik yang diduga dapat menghambat produksi 
enzim eksoprotease adalah ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.). Rimpang          
C. xanthorrhiza (Roxb.) mengandung berbagai jenis senyawa aktif yang 
pengelompokanya didasarkan pada tingkat kepolaran senyawa-senyawa aktif 
tersebut. Menurut Chu (2004), ada tiga jenis kelompok senyawa aktif dalam 
rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.), yaitu senyawa polar, senyawa semi polar, dan 
senyawa non polar. Untuk mendapatkan senyawa-senyawa yang terkandung 
dalam rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) maka dilakukan ekstraksi bertingkat 
dengan menggunakan pelarut non polar, semi polar, dan polar yaitu n-hexan, etil 
asetat, dan etanol. Salah satu senyawa semi polar yang diduga dapat  menghambat  
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sistem quorum sensing adalah curcumin. Pada penelitian yang dilakukan oleh 
Rukayadi and Hwang (2004) membuktikan bahwa curcumin dapat menghambat 
sistem quorum sensing pada Chromabacterium violaceum, yang memiliki 
molekul sinyal C4-HSL. 
 Menurut penelitian yang dilakukan oleh Swift et al. (1999), penghambatan 
sistem quorum sensing untuk mengontrol virulensi dan mencegah infeksi                     
A. hydrophila  dapat dilakukan dengan menambahkan senyawa analog C4-HSL  
pada kultur A. hydrophila. 
Penghambatan produksi enzim eksoprotease A. hydrophila secara 
kualitatif dapat diketahui dari tidak terbentuknya atau berkurangnya luas zona 
bening di sekitar biakan A. hydrophila. Sedangkan secara kuantitatif, produksi 
enzim eksoprotease dianggap terhambat apabila nilai unit aktivitas enzim 
mengalami penurunan. Selama proses pengujian aktivitas enzim eksoprotease          
A. hydrophila secara kuantitatif, pengukuran pertumbuhan A. hydrophila harus 
dilakukan, karena terkait dengan tujuan dari penelitian ini yaitu menghambat 
produksi enzim eksoprotease A. hydrophila tanpa menghambat pertumbuhannya. 
Pada penelitian ini apabila secara kualitatif, salah satu jenis ekstrak dapat 
menghambat produksi enzim eksoprotease tanpa menghambat pertumbuhannya 
maka akan dilanjutkan dengan uji kuantitatif untuk mengetahui seberapa besar 




1. Penghambatan Produksi Enzim Eksoprotease                   
Aeromonas hydrophila Secara Kualitatif 
 
a. Penghambatan Produksi Enzim Eksoprotease Aeromonas hydrophila oleh 
Ekstrak  Curcuma xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut n-hexan. 
  n-hexan merupakan pelarut non polar yang dapat melarutkan 
senyawa-senyawa metabolit sekunder pada tumbuhan yang bersifat non polar. 
Senyawa metabolit sekunder non polar yang terkandung dalam rimpang                         
C. xanthorrhiza (Roxb.) meliputi minyak atsiri yang terdiri atas                           
1-cyclo-isoprene myrcene (85%), aromatic sesquiterpene phenol, dan 
xanthorrhizol (20%) (Chu, 2004). 
  Diameter zona bening dan diameter isolat A. Hydrophila dapat 
dilihat pada tabel 1. 
Tabel. 1 Diameter zona bening dan diameter isolat pada pemberian ekstrak 



































Dari tabel 1  terlihat bahwa ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) 
dengan pelarut n-hexan pada konsentrasi 2%, 4%, 6%, 8%, dan 10% tidak 
menghambat produksi enzim eksoprotease dan pertumbuhan A. hydrophila. Hal 
ini dapat dilihat dari tetap terbentuknya zona bening pada medium LB agar di 
sekitar biakan A. hydrophila, seperti pada gambar 7. 
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                 D                                              E                                      F 
 
Gambar 7. Penghambatan produksi enzim eksoprotease A. hydrophila oleh ekstrak 
C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut n-hexan. 
 
Keterangan : 
                  A : Kontrol positif (n-hexan) 
 B : + 2% ekstrak 
 C : + 4% ekstrak 
 D : + 6% ekstrak 
 E :  + 8% ekstrak 
 F :  + 10% ekstrak 
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 Dari gambar 7 terlihat bahwa  ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) 
dengan pelarut n-hexan pada konsentrasi 2%, 4%, 6%, 8%, 10%, dan 
kontrol positif (4% n-hexan), tidak menunjukan adanya penghambatan 
produksi enzim eksoprotease A. hydrophila. Hal ini dapat diketahui dengan 
tetap terbentuknya zona bening pada medium LB agar di sekitar biakan                    
A. hydrophila. Diameter zona bening paling kecil terjadi pada pemberian 
8% ekstrak yaitu sebesar 10 mm.  Diameter zona bening berkurang karena 
diameter isolat A. hydrophila juga mengalami pengurangan maka dianggap 
bahwa ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut n-hexan 
pada variasi konsentrasi 2% hingga 10% tidak menghambat produksi enzim 
eksoprotease dan pertumbuhan A. hydrophila, sehingga tidak dilanjutkan 
pada uji kuantitatif untuk mengetahui berapa persentase penurunan produksi 
enzim eksoprotease A. hydrophila. 
  Dari penelitian ini diketahui bahwa ekstrak rimpang                          
C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut n-hexan tidak menghambat aktivitas 
enzim eksoprotease dan pertumbuhan A. hydrophila. Tidak terhambatnya 
aktivitas enzim eksoprotease dan pertumbuhan A. hydrophila diduga karena 
senyawa-senyawa aktif non polar yang terkandung dalam ekstrak tidak 
mampu menghambat sistem quorum sensing. Selain itu ekstrak yang bersifat 
non polar memungkinkan ekstrak tidak dapat larut sempurna dengan 
medium sehingga tidak terjadi proses penghambatan aktivitas enzim 
eksoprotease dan pertumbuhan  A. hydrophila. 
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.   b.  Penghambatan Produksi Enzim Eksoprotease Aeromonas hydrophila oleh 
Ekstrak Curcuma xanthorrhiza (Roxb.) dengan Pelarut Etil Asetat. 
   Senyawa semi polar yang terkandung dalam rimpang                         
C. xanthorrhiza (Roxb.) di antaranya adalah curcumin (62%) dan 
desmethoxycurcumin (38%). Untuk dapat melarutkan  kedua senyawa di 
atas maka harus dilakukan proses ekstraksi dengan menggunakan pelarut 
semi polar. Salah satu jenis pelarut semi polar yang biasa digunakan dalam 
proses ekstraksi adalah etil asetat. 
      Diameter zona bening dan diameter isolat A. hydrophila dapat 
dilihat pada tabel 2. 
   Tabel. 2 Diameter zona bening dan diameter isolat pada pemberian ekstrak 































      Keterangan: 
                  -     : tidak terbentuk zona bening 
 
   Dari tabel 2 dapat dilihat bahwa 4% ekstrak rimpang                                  
C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat mampu menghambat 
produksi enzim eksoprotease tanpa disertai penghambatan pertumbuhan. 
Penghambatan produksi enzim eksoprotease A. hydrophila oleh ekstrak 
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rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat dapat dilihat pada 
gambar 8.  




















                    D                                        E                                             F 
 
 
Gambar 8. Penghambatan produksi enzim eksoprotease A. hydrophila oleh ekstrak 
C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat. 
 
Keterangan : 
                   A : Kontrol (etil asetat) 
 B : + 2% ekstrak 
 C : + 4% ekstrak 
 D : + 6% ekstrak 
 E :  + 8% ekstrak 
 F :  + 10% ekstrak 
 
           Dari gambar 8 dapat dilihat bahwa ekstrak rimpang C. xanthorrhiza 
(Roxb.) dengan pelarut etil asetat pada konsentrasi 6%, 8%, dan 10% 
menghambat pertumbuhan A. hydrophila sekaligus menghambat produksi enzim 
eksoprotease.  Terhambatnya    pertumbuhan   A.  hydrophila dapat   dilihat   dari  
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kecilnya diameter koloni yaitu hanya 5 mm atau sama dengan diameter isolat awal 
yaitu sebelum diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC. Sedangkan 
penghambatan produksi enzim eksoprotease dapat dilihat dari tidak terbentuknya 
zona bening di sekitar biakan A. hydrophila. Pada konsentrasi 2%, A. hydrophila 
tetap dapat tumbuh dan memproduksi enzim eksoprotease. Pada konsentrasi 4%, 
A. hydrophila tetap dapat tumbuh namun tidak terbentuk zona bening. 
            Penghambatan pertumbuhan dan produksi enzim eksoprotease                     
A. hydrophila terjadi seiring dengan peningkatan konsentrasi ekstrak. Hal ini 
diduga karena senyawa anti bakteri yang terkandung dalam ekstrak juga semakin 
meningkat. Pada konsentrasi 4% A. hydrophila tetap dapat tumbuh, namun 
aktivitas enzim eksoprotease mengalami penurunan. Hal ini kemungkinan 
disebabkan oleh adanya penghambatan sistem quorum sensing yang meregulasi 
sintesis enzim eksoprotease oleh senyawa metabolit sekunder yang terkandung 
dalam ekstrak yaitu curcumin. Menurut Rukayadi and Hwang (2004), curcumin 
dapat menghambat sistem quorum sensing pada Chromabacterium violaceum, 
yang memiliki molekul sinyal berupa C4-HSL atau  sama dengan molekul sinyal 
pada A. hydrophila. Penghambatan pertumbuhan A. hydrophila oleh ekstrak pada 
konsentrasi 6%, 8%, dan 10%, diduga karena adanya curcumin  yang juga 
berperan sebagai senyawa antibakteri. Penelitian  yang  dilakukan oleh Negi et al. 
(1999) menunjukkan bahwa curcumin dapat menghambat pertumbuhan Bacillus 




c. Penghambatan Produksi Enzim Eksoprotease Aeromonas hydrophila oleh Ekstrak 
Curcuma xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etanol. 
Etanol merupakan senyawa yang dapat melarutkan senyawa metabolit 
sekunder seperti alkaloid, kumarin, antrakinon, dan steroid (Anonim, 1986). 
Etanol bersifat polar sehingga mampu melarutkan senyawa-senyawa polar pada 
rimpang C. xanthorhiza (Roxb.) yang di antaranya adalah zat tepung, gula dan 
polisakarida. 
Diameter zona bening dan diameter isolat A. hydrophila dapat dilihat 
pada  tabel 3. 
 Tabel. 3 Diameter zona bening dan diameter isolat pada pemberian ekstrak 






























      Keterangan: 
- : tidak terbentuk zona bening 
 
Dari tabel 3 dapat dilihat bahwa 4% ekstrak rimpang C. xanthorrhiza 
(Roxb.) dengan pelarut etanol mampu menghambat produksi enzim eksoprotease 
tanpa disertai penghambatan pertumbuhan. Penghambatan produksi enzim 
eksoprotease A. hydrophila oleh ekstrak rimpang C. xanthorrhiza dengan pelarut 
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Gambar 9. Penghambatan produksi enzim eksoprotease A. hydrophila oleh ekstra 
C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etanol. 
 
Keterangan :  
A : Kontrol positif (etanol) 
B : + 2% ekstrak 
C : + 4% ekstrak 
  D : + 6% ekstrak 
  E :  + 8% ekstrak 
                          F :  + 10% ekstrak 
 
Dari gambar 9 terlihat bahwa pemberian ekstrak rimpang                                          
C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etanol menyebabkan penghambatan 
pertumbuhan dan produksi enzim eksoprotease A. hydrophila pada konsentrasi 
6%, 8%, dan 10%. Penghambatan produksi enzim eksoprotease dapat dilihat dari 
tidak terbentuknya zona bening di sekitar biakan A. hydrophila, sedangkan 
penghambatan pertumbuhan A. hydrophila dapat dilihat dari tidak bertambahnya 
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diameter isolat A. hydrophila yaitu 5 mm atau sama dengan diameter isolat awal 
sebelum diinkubasi. Pada konsentrasi 4%, A. hydrophila tetap dapat tumbuh tetapi 
terjadi penurunan aktivitas enzim eksoprotease, karena diameter  zona bening 
yang terbentuk di sekitar biakan A. hydrophila lebih kecil jika dibandingkan 
dengan kontrol (etanol) yaitu hanya 10 mm jika dibandingkan dengan diameter 
zona bening pada kontrol yaitu sebesar 15 mm. Pada konsentrasi 2%,                            
A. hydrophila tetap dapat tumbuh dan tetap memproduksi enzim eksoprotease 
sehingga terbentuk zona bening dengan diameter 14 mm di sekitar biakan bakteri.  
 Senyawa yang terkandung dalam ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) 
dengan pelarut etanol yang diduga dapat menghambat produksi enzim 
eksoprotease adalah senyawa gula. Menurut Secades and Guijjaro (1999), glukosa 
dan senyawa gula yang lain dapat menghambat produksi enzim eksoprotease pada 
Yersinia ruckeri. Produksi enzim eksoprotease pada Y. ruckeri juga diregulasi 
oleh sistem quorum sensing tipe LuxIR. 
 Penghambatan pertumbuhan dan produksi enzim eksoprotease                     
A. hydrophila terjadi seiring dengan peningkatan konsentrasi ekstrak. Hal ini 
diduga karena senyawa anti bakteri yang terkandung dalam ekstrak juga semakin 
meningkat. Pada konsentrasi 6%, 8%, dan 10%, pertumbuhan A. hydrophila 
terhambat. Senyawa antibakteri yang terkandung dalam ekstrak                                  
C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etanol adalah senyawa gula. Menurut 
Jawetz et al. (1996), senyawa gula memiliki gugus polar yang dapat menurunkan 
tegangan muka dinding sel bakteri sehingga mengganggu permeabilitas sel 
bakteri, akibatnya pertumbuhan bakteri terhambat. 
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2. Penghambatan Aktivitas Enzim Eksoprotease Aeromonas hydrophila 
Secara kuantitatif 
 Uji kuantitatif dilakukan untuk mengetahui persentase penurunan produksi 
enzim eksoprotease A. hydrophila oleh ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.). 
Ada dua macam pengukuran pada uji kuantitatif yaitu pengukuran aktivitas enzim 
eksoprotease dalam mendegradsi azocasein dan pengukuran nilai Optical Density 
(OD) untuk mengetahui pertumbuhan A. hydrophila. Uji kuantitatif hanya 
dilakukan pada perlakuan yang secara kualitatif menunjukkan penghambatan 
produksi enzim eksoprotease A. hydrophila tanpa menghambat pertumbuhanya. 
Dari uji kualitatif diketahui bahwa 4% ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan 
pelarut etil asetat dan etanol mampu menghambat produksi enzim eksoprotease  
A. hydrophila tanpa menghambat pertumbuhanya, sehingga uji kuantitatif hanya 
dilakukan pada kedua perlakuan tersebut. 
a. Kurva pertumbuhan Aeromonas  hydrophila 
Pengukuran pertumbuhan dalam penelitian ini digunakan untuk 
mengetahui bahwa penghambatan produksi enzim eksoprotease A. hydrophila 
tidak disebabkan karena terhambatnya pertumbuhan A. hydrophila. Penghambatan 
produksi enzim eksoprotease disebabkan oleh terhambatnya sistem quorum 
sensing yang meregulasi sintesis enzim tersebut oleh senyawa-senyawa yang 
terkandung dalam ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.), sehingga produksi 
enzim eksoprotease juga mengalami penurunan. 
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Pengukuran nilai OD A. hydrophila dilakukan pada panjang gelombang 
600 nm dan dilakukan tiap 2 jam sekali selama 24 jam. Dari pengukuran OD 
diperoleh kurva pertumbuhan seperti pada gambar 10. 
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Gambar 10. Kurva pertumbuhan A. hydrophila selama 24 jam. 
Keterangan : 
             A : Kontrol Negatif (tanpa pemberian pelarut) 
       B :  Kontrol Positif  (4% etil asetat) 
       C :  Kontrol Positif  (4% etanol) 
       D : + 4% ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat 
       E  : + 4% ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etanol 
   
Dari kurva pertumbuhan A. hydrophila dapat diketahui bahwa dengan 
pemberian 4% ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etanol 
tidak menghambat pertumbuhan A. hydrophila, meskipun ada penurunan nilai OD 
jika dibandingkan dengan kontrol positif (4% etanol) dan kontrol negatif. 
Sedangkan pemberian 4% ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan 
pelarut etil asetat menyebabkan A. hydrophila agak terhambat jika dibandingkan 
dengan kontrol negatif. Sedangkan pada kontrol positif (4% etil asetat) 
pertumbuhan A. hydrophila terhambat dengan  nilai OD relatif sama dari jam ke-0 
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hingga jam ke-24. Penghambatan diduga karena senyawa etil asetat dapat 
menghambat pertumbuhan A. hydrophila, sedangkan ekstrak C. xanthorrhiza 
(Roxb.) dengan pelarut etil asetat tidak menyebabkan penghambatan pertumbuhan 
A. hydrophila karena kandungan etil asetat pada ekstrak relatif lebih sedikit 
setelah mengalami proses penguapan dengan rotary evaporator. 
  Gambar 10 menunjukan fase-fase pertumbuhan A. hydrophila dengan 
pemberian 4% ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat 
dan etanol. Secara umum fase lag terjadi pada jam ke-0 hingga jam ke-2, fase log 
terjadi pada jam ke-2 hingga jam ke-6 dan fase stationer terjadi pada jam ke-6 
hingga jam ke-24. Menurut Schlegel dan Schmidth (1994), pada fase lag 
pertumbuhan bakteri berlangsung lambat karena bakteri harus beradaptasi dengan 
medium baru. Pada fase log pertumbuhan bakteri berlangsung cepat karena 
ketersediaan nutrisi yang cukup. Selanjutnya pada fase stationer pertambahan 
jumlah bakteri sangat sedikit karena ketersediaan nutrisi yang semakin terbatas.  
  Kurva pertumbuhan A. hydrophila selanjutnya dibandingkan dengan kurva 
aktivitas enzim eksoprotease A. hydrophila, untuk memastikan bahwa 
penghambatan produksi enzim eksoprotease bukan disebabkan karena terjadinya 
penghambatan pertumbuhan A. hydrophila.  
Pengukuran nilai unit aktivitas enzim eksoprotease dilakukan bersamaan 
dengan pengukuran nilai OD A. hydrophila. Dari pengukuran unit aktivitas enzim 
eksoprotease A. hydrophila diperoleh kurva aktivitas enzim eksoprotease                      
A. hydrophila seperti pada gambar 11. 
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Gambar 11. Kurva produksi enzim eksoprotease A. hydrophila 
Keterangan : 
          A : Kontrol Negatif (tanpa pemberian pelarut) 
     B :  Kontrol Positif  (4% etil asetat) 
     C :  Kontrol Positif  (4% etanol) 
     D : + 4% ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat 
     E  : + 4% ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etanol 
 
  Dari gambar 11 terlihat bahwa produksi enzim eksoprotease baru 
terdeteksi pada jam ke-2 atau pada saat A. hydrophila mengalami fase log, kecuali 
pada kontrol positif (4% etil asetat) produksi enzim baru terdeteksi pada jam ke-4. 
Menurut penelitian yang dilakukan oleh O’Reilly dan Day (1983) aktivitas 
proteolitik pada A. hydrophila terdeteksi pada saat fase log. Produksi enzim 
eksoprotease tertinggi terjadi pada jam ke-14, atau pada saat A. hydrophila 
memasuki fase stationer. Sedangkan produksi enzim eksoprotease  bersifat 
konstan pada jam ke-14 hingga jam ke-24. Produksi enzim eksoprotease tertinggi 
terjadi pada saat A. hydrophila memasuki fase stationer, hal ini diduga terkait 
dengan penyediaan nutrisi bagi A. hydrophila.  
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Dari kurva aktivitas enzim eksoprotease A. hydrophila dapat dilihat bahwa 
4% ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat dan etanol 
menghambat produksi enzim eksoprotease A. hydrophila. Hal ini dapat diketahui 
dari menurunnya nilai unit aktivitas enzim. Penghambatan produksi enzim 
eksoprotease juga terjadi pada kontrol positif (etil asetat dan etanol). 
Penghambatan produksi enzim eksoprotease mulai terjadi pada jam ke-8 atau pada 
saat A. hydrophila memasuki awal fase stationer. 
  Produksi enzim eksoprotease tertinggi pada kontrol negatif terjadi pada 
jam ke-14 dan produksi enzim pada jam tersebut dianggap 100%. Dengan 
demikian diperoleh persentase penurunan aktivitas enzim eksoprotease dari 
seluruh perlakuan. Nilai persentase diperoleh dengan membandingkan nilai unit 
aktivitas perlakuan dengan kontrol kemudian dikalikan 100%. Grafik Persentase 
produksi enzim eksoprotease A. hydrophila pada jam ke-14 dan persentase 
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Gambar 12. Persentase produksi enzim eksoprotease A. hydrophila  
                                pada jam ke-14 
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            Gambar 13. Persentase penghambatan produksi enzim eksoprotease                  
A. hydrophila pada jam ke-14 
                                  
Keterangan : 
          A : Kontrol Negatif (tanpa pemberian pelarut) 
     B :  Kontrol Positif  (4% etil asetat) 
     C :  Kontrol Positif  (4% etanol) 
     D : + 4% ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat 
     E  : + 4% ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etano 
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 Dari gambar 13 dapat dilihat bahwa penghambatan terbesar terjadi pada 
kontrol positif (4% etil asetat) yaitu sebesar 98,8%. Aktivitas enzim eksoprotease 
terhambat diduga karena pertumbuhan A. hydrophila juga terhambat. 
Penghambatan terhadap aktivitas enzim eksoprotease juga terjadi pada kultur                  
A. hydrophila yang ditambah dengan 4% ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan 
pelarut etil asetat dan etanol tanpa menghambat pertumbuhannya. Persentase 
penurunannya masing-masing adalah 93,9% dan 95,6%. 
 Pada pemberian 4% ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etanol 
menyebabkan aktivitas enzim eksoprotease menurun tanpa menghambat 
pertumbuhannnya. Penghambatan produksi enzim eksoprotease juga terjadi pada 
kontrol positif (4% etanol). Senyawa-senyawa yang terkandung dalam ekstrak 
rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etanol yang diduga dapat 
menghambat produksi enzim eksoprotease A. hydrophila adalah gula, polisakarida 
dan zat tepung. Menurut penelitian yang dilakukan oleh Secades dan Guijjaro 
(1999), senyawa glukosa dan senyawa gula yang lain dapat menghambat produksi 
enzim eksoprotease Yersinia ruckeri. Produksi enzim eksoprotease pada bakteri 
gram negatif tersebut juga diregulasi sistem quorum sensing tipe LuxIR. 
Penghambatan produksi enzim eksoprotease juga terjadi pada kontrol positif (4% 
etanol) sehingga diduga ada pengaruh pelarut terhadap proses penghambatan 
produksi enzim eksoprotease A. hydrophila. Menurut Katri et al. (2003), etanol 
dan erythromycin atau kombinasi keduanya dapat menghambat produksi 
pyocynin, protease, hemolisin dan lektin pada Pseudomonas aeruginosa. Produksi 
keempat senyawa di atas juga diregulasi oleh sitem quorum sensing.  
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 Pada kontrol positif (4% etil asetat), produksi enzim mengalami penurunan 
sebesar 98,8% dibandingkan dengan kontrol negatif. Produksi enzim eksoprotease 
menurun diduga karena pertumbuhan A. hydrophila juga terhambat. Sedangkan 
pada penambahan 4% ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) pertumbuhan                        
A. hydrophila tidak terhambat, namun aktivitas enzim eksoprotease menurun 
sebesar 93,9% jika dibandingkan kontrol negatif. Penurunan aktivitas enzim 
eksoprotease A. hydrophila kemungkinan disebabkan adanya senyawa curcumin 
pada ekstrak. Menurut Rukayadi and Hwang (2004) curcumin mampu 
menghambat sistem quorum sensing pada Chromabacterium violaceum, meski 




























KESIMPULAN DAN SARAN 
 
                             A. KESIMPULAN 
1. Terdapat penghambatan produksi enzim eksoprotease A. hydrophila oleh 
4% ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat dan 
etanol. 
2. Ekstrak yang memiliki kemampuan terbesar dalam menghambat produksi 
enzim eksoprotease adalah ekstrak rimpang C. xanthorrhiza (Roxb.) 
dengan pelarut etanol yaitu sebesar 95,6%, meski demikian diduga 





    Diharapkan ada penelitian lebih lanjut untuk mengetahui 
senyawa pada ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) yang berperan dalam 
menghambat aktivitas enzim eksoprotease serta analisis ekspresi gen untuk 
mengetahui secara pasti mengenai adanya penghambatan produksi enzim 
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Lampiran 1. Nilai OD pada Aeromonas  hydrophila 
 
Nilai optical density Jam ke- 
A B C D E 
0     0.0313    0.1150 0.1615 0.2273 0.2740 
2 0.0949 0.1210 0.3000 0.6330 0.5355 
4 0.7887 0.1120 0.5845 0.6346 0.6300 
6 0.9913 0.1163 0.6275 0.7440 0.9875 
8 1.1107 0.1176 0.8965 0.7560 0.9680 
10 1.0987 0.1326 1.0910 0.5276 0.9520 
12 1.0892 0.1343 1.0980 0.5510 0.9560 
14 1.0754 0.1400 1.0530 0.5606 0.9425 
16 1.0745 0.1453 1.0500 0.7176 0.9565 
18 1.0568 0.1076 1.0545 0.7490 0.9590 
20 0.9928 0.1013 1.1011 0.7203 0.9605 
22 0.9876 0.1153 1.0090 0.5540 0.9500 




          A : Kontrol Negatif (tanpa pemberian pelarut) 
     B :  Kontrol Positif  (4% etil asetat) 
     C :  Kontrol Positif  (4% etanol) 
     D : + 4% ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat 












Lampiran 2. Unit aktivitas enzim eksoprotease A. hydrophila. 
 
Unit aktivitas/ml (U/ml) Jam ke- 
A B C D E 
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
2 1,40 0,00 1,25 1,25 1,30 
4 2,40 0,20 2,40 2,40 1,60 
6 2,60 0,30 2,50 2,30 1,70 
8 2,50 1,30 2,13 2,13 2,00 
10 3,00 0,10 0,70 0,70 0,14 
12 4,90 0,80 0,40 0,10 0,65 
14 8,20 0,10 0,50 0,50 0,36 
16 8,10 0,30 0,30 0,30 0,20 
18 8,10 0,30 0,20 0,20 0,70 
20 7,80 0,20 0,10 0,10 0,50 
22 7,70 0,10 0,10 0,10 0,10 
24 4,40 0,15 0,20 0.20 0,10 
 
Keterangan : 
          A : Kontrol Negatif (tanpa pemberian pelarut) 
     B :  Kontrol Positif  (4% etil asetat) 
     C :  Kontrol Positif  (4% etanol) 
     D : + 4% ekstrak C. xanthorrhiza (Roxb.) dengan pelarut etil asetat 














Lampiran 3. Komposisi Medium 
 
 
1. Luria-Bertani (LB) Broth dalam 1 Liter (Wallman, 1997) 
 Tryptone…………………………………………………………… 10.0 g 
 Yeast Ekstract………………………………………………………  5.0 g 
 NaCl………………………………………………………………... 10.0 g 
 Glukosa……………………………………………………………..  5 .0 g 
2. Luria-Bertani (LB) Agar dalam 1 Liter (Wallman, 1997) 
 Tryptone…………………………………………………………… 10.0 g 
      Yeast Ekstract………………………………………………………  5.0 g 
      NaCl………………………………………………………………... 10.0 g 
 Agar………………………………………………………………… 15.0 g 
3. Nutrient Agar 
 Agar………………………………………………………………… 10.0 g 
 Pepton………………………………………………………………. 10.0 g 
 NaCl………………………………………………………………… 10.0 g 
 Yeast Ekstract………………………………………………………. 10.0 g 
 Beef Extract………………………………………………………….10.0 g 
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